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DESCRIPCION
Potenciador de la actividad anticancerosa en terapia viral y método de prevencién o de tratamiento del cancer
Antecedentes

La presente invencion se refiere a un potenciador de la actividad anticancerosa en terapia viral, que contiene, como
componente efectivo, interleucina. La presente invencién también se refiere a un método de prevencion o de
tratamiento del cancer, en el que la interleucina se coadministra con el virus del herpes simple recombinante.

Basandose en el conocimiento de los mecanismos citomoleculares de infeccién viral, en los mecanismos genéticos
relacionados con la carcinogénesis y en los mecanismos bioldgicos moleculares causantes de la proliferacion de
células cancerosas, en los Ultimos afios se han producido virus que se replican selectivamente en células
cancerosas por modificacion del genoma viral usando técnicas de modificacion por ingenieria genética, y se estan
realizando intentos para aplicar estos virus en el tratamiento del cancer.

En 1991, Martuza et al., propusieron el concepto de la aplicacién de virus recombinantes para el tratamiento del
cancer (véase, por ejemplo, Martuza, R.L. et al., Science 252: 854-6 (1991)). Muchos virus son propiamente
patégenos y también tienen un efecto negativo sobre las células normales cuando se administran inatenuados, por
ejemplo, a seres humanos. Sin embargo, a través de la delecién de genes especificos por recombinacion genética,
pueden construirse virus que son incapaces de sintetizar ADN viral en células normales y por tanto, son incapaces
de replicarse en células normales, pero son capaces de replicarse en células tumorales proliferantes debido a una
compensacion en su interior durante la funcion de los genes delecionados.

Los virus oncoliticos, que se han modificado por recombinacion genética, para replicarse selectivamente solo en las
células cancerosas, se replican in situ cuando se infectan en células cancerosas y mediante este proceso ocasionan
la destruccion de las células cancerosas hospedadoras. Los virus replicados se propagan después al medio
circundante y vuelven a infectar a células cancerosas, después de lo cual muestran una actividad antitumoral por
repeticion de las etapas de replicacion, muerte celular, propagacion e infeccion. Por otro lado, los virus terapéuticos
que tienen las células normales infectadas, son incapaces de replicarse y como resultado de esto no producen
dafios a tejidos normales.

Un ejemplo de un virus mutante de este tipo es el virus mutante disptk, que se construye por delecion del gen de la
timidina quinasa (tk) del genoma del virus del herpes simple de tipo 1 (HSV-1). El disptk es incapaz de sintetizar
ADN viral en células normales y por tanto es incapaz de replicarse en células normales; sin embargo, la alta
actividad tk de las células tumorales proliferantes compensa la pérdida de la tk viral y el virus es entonces capaz de
replicarse. En modelos tumorales cerebrales de animales, se ha demostrado que la infeccién de células tumorales
con disptk da como resultado la aparicion de un efecto terapéutico a través de la rotura selectiva de Unicamente
células tumorales (véase, por ejemplo, Martuza, R.L. et al., Science 252: 854-6 (1991)).

El HSV-1 se clasifica como un virus de ADN bicatenario con envoltura y tiene las siguientes caracteristicas que son
ventajosas para el tratamiento del cancer: 1) puede infectar muchos tipos de células humanas; 2) se ha esclarecido
el ciclo de vida y la secuencia gendmica de este virus; 3) se conoce la funcién de la mayoria de los genes de este
virus y puede aplicarse manipulacion genética; y 4) el gran tamafio del genoma viral (aproximadamente 152 kb) hace
que sea posible integrar genes grandes o numeros multiples de genes. El HSV-1 también tiene las siguientes
ventajas en cuanto a su aplicacion clinica: 5) la muerte de toda la poblacién de células tumorales es posible a una
baja multiplicidad de infeccién (MOI); 6) se dispone de farmacos antivirales que inhiben la replicacién viral; 7) los
anticuerpos anti-HSV-1 en la sangre no afectan a la propagacioén de infeccion de célula a célula por el virus; 8) dado
que existen ratones y primates no humanos sensibles al HSV-1, puede realizarse una evaluacion preclinica sobre la
seguridad y eficacia en animales; y 9) el ADN viral no se integra en el genoma de la célula hospedadora y
permanece episomal.

Dentro de la esfera de virus oncoliticos, hasta ahora el autor de la presente invencién ha desempefiado una funcion
importante en el desarrollo de G207, un HSV-1 con delecion del gen y34.5 con un gen ICP6 inactivado (consultar,
por ejemplo, Chahlavi, A. et al., Neoplasia 1: 162-169 (1999); Hunter, W.D. et al., J. Virol. 73: 6319-6326 (1999);
Chahlavi, A. et al., Gene Ther. 6: 1751-1758 (1999); Nakamura, S. et al., Glia 28: 53-65 (1999); Todo, T. et al., Hum.
Gene Ther. 10: 2741-2755 (1999); Todo, T. et al., Hum. Gene Ther. 10: 2869-2878 (1999); Todo, T. et al., Cancer
Gene Ther. 7: 939-946 (2000); Markert, J.M. et al., Gene Ther. 7: 867-874 (2000); Todo, T. et al., Mol. Ther. 2: 588-
595 (2000); Nakano, K. et al., Mol. Ther. 3: 431-437 (2001); Varghese, S. et al., Hum. Gene Ther. 12: 999-1010
(2001); Jorgensen, T.J. et al., Neoplasia 3: 451-456 (2001); y Todo, T. et al., San Diego, Academic Press: 45-75
(2001)), y también ha inventado y desarrollado G47A, un HSV-1, en el que, ademas de los dos genes ya
mencionados, el gen ICP47 (conocido también como gen 047) también esta inactivado (consultar, por ejemplo, la
Solicitud US Publicada 2002/0187163A1; Todo, T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 6396-6401 (2001)). Aunque
tanto el G207 como el G47A han perdido la capacidad de replicarse en tejido normal, conservan la capacidad de
replicarse en células tumorales. Debido a la modificacion de tres genes en su interior, el G47A es en particular muy
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util como virus terapéutico ya que presenta una alta especificidad tumoral y es altamente inocuo.

Adicionalmente, en investigaciones realizadas utilizando ratones con sistemas inmunitarios normales, el autor de la
presente invencion descubrid que el HSV-1 genéticamente recombinante, después de inoculacion intratumoral, no
solo se proliferaba dentro del tumor, mediante lo cual presenta una actividad destructora celular, sino que también
suscita una inmunidad antitumoral especifica, potenciando por lo tanto su actividad antitumoral (consultar, por
ejemplo, Todo, T. et al., Hum. Gene Ther. 10: 2741-2755 (1999); Todo, T. et al., Hum. Gene Ther. 10: 2869-2878
(1999); y Toda M. et al., Hum. Gene Ther. 10: 385-393 (1999)). Por ejemplo, cuando el G207 se inocul6 por via
intratumoral en tumores N18 (neuroblastoma) generados por via subcutanea en ratones A/J, se indujo una
inmunidad antitumoral sistémica asociada con una elevacion de actividad por linfocitos T citotoxicos (CTL)
especificos contra células N18, y el crecimiento de tumores subcutaneos o intracelulares distantes también se
inhibi6. Ratones curados por tratamiento con G207 adquieren una inmunidad protectora especifica tumoral y la
elevacion en la actividad CTL especifica de células N18 persiste durante mas de un afo. En otras palabras, la
inoculacion intratumoral del HSV-1 oncolitico también actia como una vacuna contra el cancer in situ, que es
extremadamente ventajosa desde un punto de vista clinico por las siguientes razones: no se requiere identificacion
de un antigeno tumoral; mayor conveniencia en comparacion con el método ex vivo que requiere, entre otras cosas,
el cultivo de células tumorales; y la posibilidad de que el tratamiento del foco primario también sea capaz de suprimir
el foco metastasico a través de una inmunidad antitumoral sistémica Hara | et al (Cancer Gene Therapy, vol. 7,
paginas 83 a 90, 2000), describen la administracion de IL-18 e IL-12 en células tumorales. Toda M et al (J. Immunol.,
vol. 160, paginas 4457 a 4464), desvelan un HSV que expresa IL-12. EI documento WO2002/076216 se refiere a
vectores virales, tales como vectores HSV-1 y métodos de uso de dichos vectores para tratar enfermedades. Fujioka
et al (J. of Virology, mar. 1999, paginas 2401 a 2409) examinan el efecto de IL-18 contra infeccion aguda del HSV-1.
Malmgaard et al (J. of General Virology, 2003, 84. 2497-2500) investigan el efecto de IL-12 e IL-18 sobre la infeccion
del HSV-2.

Sumario

En el tratamiento del cancer utilizando un virus del herpes simple recombinante (denominado mas adelante
simplemente HSV recombinante) tal como el G207, la introducciéon de una cantidad de virus suficiente en el tejido
tumoral es un requisito previo para poner de manifiesto su efecto. Sin embargo, no siempre es necesario que esta
circunstancia ideal se realice clinicamente.

Un método y/o un farmaco que pudiesen potenciar la actividad anticancerosa del HSV recombinante sin producir
efectos secundarios haria que el tratamiento viral fuese mas util. Ademas, si entre las actividades anticancerosas
proporcionadas por terapia viral, la inmunidad antitumoral en particular pudiese potenciarse, entonces la aparicion de
una actividad anticancerosa podria esperarse incluso en localizaciones fuera de tejido canceroso inoculado con el
virus y a un efecto terapéutico mas alto de lo que podria esperarse incluso en un foco metastasico.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar un virus del herpes simple recombinante que se
replique selectivamente en células cancerosas para su uso en la prevencién o en el tratamiento del cancer en un
paciente, que comprende la coadministracion de interleucina 18 y el virus del herpes simple recombinante
simultanea o secuencialmente, en el que la coadministracion de interleucina 18 es sistémica, y en el que el gen
v34.5 y el gen ICP6 del virus del herpes simple recombinante se han delecionado o inactivado. Este farmaco
potencia, de manera segura y eficaz, la actividad anticancerosa de la terapia viral y en particular potencia, de
manera segura y eficaz, la respuesta inmunitaria antitumoral en terapia viral.

El autor de la presente invencion realizd una amplia e intensa investigacion a la vista de las circunstancias citadas
anteriormente y como resultado descubrié que, cuando el HSV recombinante, que prolifera selectivamente en
células cancerosas, se administra como una terapia contra el cancer, el efecto terapéutico puede potenciarse
mediante la coadministraciéon de interleucina 18 (en lo sucesivo, en presente documento, abreviada como IL-18) y
este efecto puede obtenerse a un grado satisfactorio incluso en localizaciones fuera del tejido canceroso que recibe
la inoculacién del HSV. También se descubrié que, cuando la interleucina 18 se administraba sistémicamente, este
efecto podia potenciarse aun adicionalmente mediante la administracién o expresién de la interleucina 12 en el sitio
del tumor. La presente invencion se llevo a cabo basandose en estos descubrimientos.

Por tanto, la presente invencion se refiere a

[1] un potenciador de la actividad anticancerosa en terapia viral, que comprende un virus del herpes simple
recombinante que se replica selectivamente en células cancerosas para su uso en la prevencion o tratamiento
del cancer en un paciente, que comprende la coadministracién, de manera simultdneo o secuencial, de
interleucina 18, como un componente eficaz, y el virus del herpes simple recombinante, en el que la
coadministracion de la interleucina 18 es sistémica, y en el que el gen y34.5 y el gen ICP6 del virus del herpes
simple recombinante se han delecionado o inactivado;

[2] el potenciador de acuerdo con [1] en el que la actividad anticancerosa comprende suscitar inmunidad
antitumoral;

[3] el potenciador de acuerdo con [1] o [2], en el que el gen ICP47 del virus del herpes simple recombinante
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también se ha delecionado o inactivado;

[4] el potenciador de acuerdo con una cualquiera de [1] a [3], en el que el gen que codifica interleucina 12 se ha
insertado como una construccion que puede expresarse en el ADN gendmico del virus del herpes simple
recombinante;

[5] la presente descripcion se refiere a un método de prevencién o tratamiento del cancer, que comprende la co-
administracion de interleucina 18 y un virus del herpes simple recombinante que se replica selectivamente en
células cancerosas, de manera simultanea o secuencial, en el que la coadministracién de interleucina 18 es
sistémica, y en el que el gen y34.5 y el gen ICP6 del virus del herpes simple recombinante se han delecionado o
inactivado.

En este método, la interleucina 12 se administra adicionalmente por via local en un tejido tumoral;

[6] el método de acuerdo con [5], en el que un gen que codifica la interleucina 12 se ha insertado como una
construccién que puede expresarse en el ADN gendmico del virus del herpes simple recombinante;

[7] el método de acuerdo con [5] o [6], en el que el gen ICP47 del virus del herpes simple recombinante también
se ha delecionado o inactivado;

[8] el método de acuerdo con cualquiera de [5] a [7], en el que el método de prevencion o tratamiento del cancer
es un método de prevencion o tratamiento del cancer en una localizacién fuera del tejido tumoral inoculado con el
virus del herpes simple recombinante.

La presente invencién puede aumentar sustancialmente la eficacia de la terapia viral mediante la coadministracion
del virus del herpes simple recombinante, que se replica selectivamente en células cancerosas, y la interleucina 18,
a una dosis lo suficientemente baja para que carezca de toxicidad, en el que la coadministracion de interleucina 18
es sistémica y en el que el gen y34.5 y el gen ICP6 del virus del herpes simple recombinante se han delecionado o
inactivado. Ademas, cuando la IL-18 se administra sistémicamente, puede obtenerse una potenciacién adicional en
esta eficacia mediante la administracion de IL-12 en el sitio del tumor. La coadministracion de estas interleucinas en
particular potencia la inmunidad antitumoral suscitada por la terapia viral y por lo tanto también aumenta el efecto
terapéutico en localizaciones fuera del tejido tumoral que ha sido inoculado con el virus. Dado que esto indica que el
método de acuerdo con la presente invencion es también eficaz en el foco metastatico generado en una pluralidad
de sitios, el método de acuerdo con la presente invencién aumenta la utilidad de la terapia viral a otro nivel.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de un ensayo sobre los efectos de la coadministracion de G47A e IL-18 en
ratones que tienen tumores Neuro2a subcutaneos.

La Figura 2 muestra los resultados de un ensayo que verifica la induccién por coadministracion de G47A/IL-18 de
esplenocitos reactivos a estimulacién por células tumorales.

La Figura 3 muestra los resultados de un ensayo sobre la actividad anticancerosa debida a la coadministracion
de G47A/IL-18 en tejido tumoral distante no inoculado con G47A.

La Figura 4 muestra los resultados de un ensayo sobre efecto de la coadministracion de G47A e IL-18 en ratones
desnudos.

La Figura 5 muestra los resultados de un ensayo sobre la influencia de la administracién de IL-18 en la
replicacion viral por G47A en tejido canceroso.

La Figura 6 muestra los resultados de un ensayo sobre efecto de la coadministracion de G47A e IL-18 en
presencia de empobrecimiento de linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+.

La Figura 7 muestra los resultados de un ensayo sobre los efectos de la coadministracion de G47A e IL-18 en
tumores cerebrales.

La Figura 8 muestra la estructura de T-mflL12, que es ADN viral de G47A que tiene un gen que codifica IL-12
insertado en su interior como una construccién que puede expresarse.

La Figura 9 muestra los resultados de ensayos sobre la actividad antitumoral en tumores que han recibido una
inoculacion viral (izquierda) y tumores distantes (derecha), para la coadministracion de IL-18 (administracion
sistémica) y de G47A que expresa IL-12 (administracion local en el tumor del lado izquierdo), en ratones que
tienen tumores Neuro2a subcutaneos en ambos lados.

Descripcion detallada

A continuacioén se aclara el significado de los términos y demas expresiones, utilizados en la presente invencion y
también se ofrece una descripcién detallada de la misma.

La “terapia viral” citada en la presente invencién se refiere a una terapia que cura el cancer a través de la
administracion de un virus que se replica selectivamente en células cancerosas y que no es capaz de replicarse en
células normales, destruyendo por tanto unicamente células cancerosas. El virus se proporciona con su capacidad
de replicacion selectiva por modificacion mediantes técnicas de ingenieria genética o por mutacion natural, o tiene
esta propiedad originalmente.

El virus utilizado en la terapia viral de acuerdo con la presente invencion es el HSV recombinante que se ha
modificado para replicarse selectivamente en células cancerosas, en el que el gen y34.5 y el gen ICP6 se han
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delecionado o inactivado. El gen ICP47 también puede estar delecionado o inactivado.

El producto génico y34.5 es una proteina que antagoniza la funcién de la proteina quinasa (PRK) activada por ARN
bicatenario. En células normales, la PKR se fosforila en respuesta a inyeccion del HSV-1, y esta fosforila el factor de
inicio de la traduccion elF-2a, dando como resultado la inhibicién de la sintesis de proteinas virales. Por lo tanto, si el
gen y34.5 no funciona, la replicacion del virus se inhibe en células normales. Sin embargo, en células cancerosas, y
particularmente en células en las que la ruta de transduccion de sefial Ras se ha activado, dado que la PKR ya esta
inhibida, la replicacion del virus es posible incluso en el HSV-1 mutante en el que el gen y34.5 se ha delecionado.

El gen ICP6 es un gen que codifica una subunidad grande de la ribonucleétido reductasa (RR). Si el gen de la RR se
elimina o inactiva, el HSV-1 no puede replicarse en células que no se dividen (células normales). Sin embargo, la
replicacién es posible en células que se dividen activamente en las que la actividad RR esta aumentada por
compensacion de la enzima perdida del virus.

La proteina ICP47 disminuye la expresion del MHC de clase | de células infectadas inhibiendo el transportador
asociado con el procesamiento del antigeno (TAP) y actia para permitir que el virus se escape de la
inmunovigilancia del hospedador. Por consiguiente, la inmunidad antitumoral se potencia si el gen ICP47 esta
inactivado dado que la expresiéon del MHC de clase | se conserva en células cancerosas infectadas.

El G207 citado anteriormente es un ejemplo de HSV en el que el gen y34.5 y el gen ICP6 se han delecionado o
inactivado, y el G47A citado anteriormente es un ejemplo de HSV en el que tres genes, y34.5, ICP6 e ICP47, se han
delecionado o inactivado. El G47A es el mejor adaptado para terapia viral porque su mutacion triple da como
resultado una replicacién tumoral muy especifica y muy segura.

El experto habitual en la técnica puede construir adecuadamente estos HSV recombinantes de la invencion
mediante los métodos descritos en la bibliografia citada anteriormente o mediante los métodos basados en esta.

De acuerdo con la presente invencion, el potenciador de la actividad anticancerosa en terapia viral contiene, como
componente eficaz, interleucina. La interleucina se refiere a una familia de proteinas bioactivas producidas por
células inmunocompetentes, tales como linfocitos, monocitos y macréfagos, y hasta la fecha se conocen 29
especies, de IL-1 a IL-29. Cuando la interleucina 18, el potenciador de actividad anticancerosa de acuerdo con la
presente invencion, se usa en combinacién con terapia viral, puede potenciar la actividad anticancerosa de la
misma. La IL-18 se ha clonado como una citocina sintetizada por células de Kupffer. La presente invencién también
puede implicar la administracion de IL-12. La IL-12 es un factor estimulante de linfocitos citoliticos naturales. La IL-23
tiene la misma subunidad p40 que la IL-12 y se descubrié como un factor que inducia fuertemente la proliferacion de
linfocitos T de memoria (Cérdoba-Rodriguez, R.; Expert Opin. Biol. Ther. Agosto 2003: 3(5) 715-23), la IL-27
(Cordoba-Rodriguez, R.; Expert Opin. Biol. Ther. Agosto 2003: 3(5) 715-23), y etc., en el que la IL-18 e IL-12 estan
bien adaptadas entre ellas.

La IL-18 es una citocina inflamatoria con un peso molecular de 18.000 que se conoce como factor inductor de
interferon y (IGIF). Se sabe que la IL-18 tiene, entre ofras, las siguientes actividades bioldgicas: induccion de la
produccion de interferon y (denominado a continuacion IFN-y) por linfocitos T y linfocitos citoliticos naturales (NK
cells), potenciacion de la actividad de linfocitos citoliticos naturales, potenciacion de la expresién del ligando Fas por
linfocitos, e induccion de la produccion del factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos.

Aunque también se ha descrito que las propias interleucinas presentan actividad anticancerosa, estas deben
administrarse a altas concentraciones para obtener resultados satisfactorios y su utilidad esta por lo tanto limitada
desde el punto de vista de efectos secundarios. Sin embargo, cuando se usan en combinacion con el HSV
recombinante como potenciador de actividad anticancerosa de acuerdo con la presente invencion, puede obtenerse
una actividad anticancerosa sustancialmente mas alta en comparacion con el uso del virus en solitario mediante la
administracion de interleucina y una dosis suficientemente baja que carezca de toxicidad.

Adicionalmente, se ha descubierto que la administracion sistémica de IL-18 de acuerdo con la presente invencion
también proporciona un gran aumento en la actividad anticancerosa en localizaciones fuera del tejido tumoral
inoculado con el virus. Esto demuestra que la IL-18, entre las actividades anticancerosas ejercidas por terapia viral,
contribuye en particular a fortalecer la inmunidad antitumoral y que la actividad anticancerosa potenciada de acuerdo
con la presente invenciéon es también util para pacientes con cancer en los que el cancer ha aparecido en
localizaciones multiples y en pacientes con cancer que tienen focos metastasicos.

También se ha descubierto que los efectos mencionados anteriormente debidos a la administraciéon sistémica de IL-
18 en la presente invencion se potencian adicionalmente por la administracion local de IL-12 en el tejido tumoral. En
general, aunque se muestra una actividad anticancerosa cuando la IL-18 y la IL-12 se administran sistémicamente,
frecuentemente también se observan fuertes efectos secundarios. Sin embargo, en el método de acuerdo con la
presente invencion, la actividad anticancerosa, debido al uso conjunto del HSV recombinante y la IL-18, puede
potenciarse a través de la administracion local de IL-12, mientras que la aparicién de efectos secundarios puede
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suprimirse. No hay limitaciones particulares en el procedimiento para la administracion local de IL-12, y, por ejemplo,
puede usarse un procedimiento en el que un gen que codifique la IL-12 se inserte de manera que pueda expresarse
en el ADN gendmico del HSV recombinante usado por la presente invencion y después administrarse este HSV
recombinante. Cuando se emplea este procedimiento, el HSV recombinante puede inocularse solamente en el tejido
tumoral por inyeccion o puede administrarse por via sistémica mediante, por ejemplo, administracion intravenosa.
Dado que el HSV recombinante utilizado por la presente invencién prolifera selectivamente en células cancerosas, la
IL-12 se expresa aun principalmente en células tumorales incluso en el caso de administracion sistémica. En el caso
de la administracion directa de la proteina IL-12 por separado del HSV recombinante, la administracién local puede
realizarse, por ejemplo, mediante inyeccion en el tejido tumoral.

La insercion expresable de un gen que codifica la IL-12 en el ADN gendmico del HSV recombinante significa la
insercion de este gen en el ADN gendémico del HSV recombinante en un estado en el que el gen esta unido
funcionalmente aguas abajo de un promotor. “Unido funcionalmente” se refiere a una unién entre un promotor y el
gen de IL-12 que permite el inicio de la transcripcion del gen de IL-12 situado aguas abajo del promotor después de
la union de factores de transcripcion con el promotor. El promotor puede ser un promotor originalmente presente en
el ADN gendémico del HSV o puede insertarse en el ADN genémico del HSV en forma de un casete de expresion que
incluya el gen de IL-12.

La interleucina incluida en el potenciador de actividad anticancerosa de acuerdo con la presente invencién puede ser
de origen bioldgico o puede producirse por técnicas de modificacion por ingenieria genética. El tratamiento de seres
humanos se realiza mas preferentemente usando interleucina humana.

El modo de administracion del potenciador de actividad anticancerosa de acuerdo con la presente invencién no esta
particularmente limitado, y pueden usarse vias orales y no orales. La dosificacion en el caso de mamiferos (por
ejemplo, seres humanos, ratones, ratas, cobayas, conejos, perros, caballos, primates y etcétera) y particularmente
en el caso de administracion a seres humanos no puede limitarse especificamente ya que varia en funcion de la
gravedad de la enfermedad, edad, sexo y el peso del paciente, diferencias en sensibilidad, el método de
administracion, el periodo de administracion, el intervalo entre administraciones, la propiedades, composicion y tipo
de formulacion farmacologica, el tipo de componente eficaz y etcétera. Sin embargo, la administracion puede
realizarse de manera que se proporcione una cantidad eficaz del componente de interleucina de aproximadamente 2
ug a aproximadamente 5 g, preferentemente de aproximadamente 20 ug a aproximadamente 500 mg y mas
preferentemente de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 25 mg, o en el caso de administracion por
inyeccion, de aproximadamente 0,03 a 3000 pg/kg y preferentemente de 0,1 a 1000 ug/kg. En cada caso, la
administracion puede realizarse una sola vez o puede dividirse en varias administraciones.

El potenciador de actividad anticancerosa en cuestién, de acuerdo con la presente invencién, puede formularse por
métodos convencionales, mezclando la interleucina, por ejemplo, con un transportador farmacéuticamente aceptable
conocido como tal. La forma de dosificacion no esta particularmente limitada y puede ilustrarse por comprimidos,
polvos, granulos finos, granulos, comprimidos revestidos, capsulas, jarabes, trociscos, inhalantes, supositorios,
inyectables, pomadas, pomadas oftalmicas, soluciones oftalmicas, gotas nasales, gotas oticas, cataplasmas y
lociones, prefiriéndose particularmente un inyectable. Para preparar la formulacion, pueden utilizarse excipientes,
aglutinantes, disgregantes, lubricantes, colorantes, agentes enmascarantes de sabor/olor y, si fuera necesario,
agentes estabilizantes, emulsionantes, promotores de absorcion, tensioactivos, reguladores de pH, conservantes,
antioxidantes, y etcétera, habituales. La formulacién puede prepararse mediante los métodos habituales combinando
los componentes utilizados en forma de materias primas habituales para la formulacién del farmaco.

Son ejemplos de aceites vegetales y animales el aceite de soja, el sebo, los glicéridos sintéticos y etc.; como
hidrocarburos, la parafina liquida, el escualano, la parafina sélida y etc.; aceites de éster, tales como, octildodecil
miristato, isopropil miristato, y etc.; alcoholes superiores, tales como, alcohol cetostearilico, alcohol behenilico, y etc.;
resinas de silicona; aceites de silicona; tensioactivos tales como ésteres de acidos grasos de polioxietileno, ésteres
de acidos grasos de sorbitan, ésteres de acidos grasos de glicerol, ésteres de acidos grasos de polioxietileno
sorbitan, aceite de ricino hidrogenado y polioxietilenado, copolimeros de bloque de polioxietileno-polioxipropileno, y
etc.; polimeros solubles en agua tales como hidroxietil celulosa, acido poliacrilico, polimeros carboxivinilicos,
polietilenglicol, polivinilpirrolidona, metilcelulosa, y etc.; alcoholes inferiores tales como etanol, isopropanol, y etc.;
alcoholes polihidricos tales como glicerol, propilenglicol, dipropilenglicol, sorbitol, y etc.; azucares tales como
glucosa, sacarosa, y etc.; polvos inorganicos de, por ejemplo, anhidrido silicico, silicato de aluminio- magnesio,
silicato de aluminio, y etc.; y agua purificada. Como ejemplos de excipientes pueden ser la lactosa, almidon de maiz,
sacarosa, glucosa, manitol, sorbitol, celulosa cristalina, diéxido de silicio y etc. Como ejemplo de aglutinantes
pueden ser el alcohol polivinilico, éter polivinilico, metilcelulosa, etilcelulosa, goma arabiga, tragacanto, gelatina,
goma laca, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, polivinilpirrolidona, polimero de bloque de
polipropilenglicol-polioxietileno, meglumina, citrato calcico, dextrina, pectina, y etc. Como ejemplo de disgregantes
pueden ser el almidon, agar, polvo de gelatina, celulosa cristalina, carbonato calcico, bicarbonato sdédico, citrato
calcico, dextrina, peptina, carboximetilcelulosa calcica, y etc. Como ejemplo de lubricantes pueden ser el estearato
de magnesio, talco, polietilenglicol, silice, aceites vegetales hidrogenados, etc. Como ejemplo de colorantes pueden
ser cualquier colorante permitido para la adicion a farmacos. Como ejemplo de agente enmascarador de sabor/olor
puede ser polvo de cacao, mentol, polvo aromatico, aceite de menta, borneol, polvo de canela, y etc. Como ejemplo
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de antioxidantes pueden ser antioxidantes aceptables para la adicién a farmacos, tales como acido ascérbico, o-
tocoferol y etc.

La formulacion oral, por ejemplo, un polvo, granulo fino, granulo, comprimido, comprimido revestido, capsula, y etc.,
puede prepararse mediante los métodos normales después de la adicion del excipiente y, opcionalmente, agente
aglutinante, disgregante, lubricante, colorante, enmascarador del sabor/olor, y etc.

Si fuera necesario, un comprimido o granulo puede revestirse adecuadamente con un revestimiento de azucar, de
gelatina, u otro revestimiento.

Una solucién, tal como un jarabe, formulacién inyectable, soluciéon oftalmica, etc., puede formularse mediante los
métodos habituales por la adicion de un regulador de pH, disolvente, agente de tonicidad, etc. y opcionalmente por
la adicion de un agente solubilizante, estabilizante, tampdn, agente de suspension, antioxidante, etc. Estas
soluciones también pueden prepararse en materiales liofilizados. Puede administrarse una formulacion inyectable de
por via intravenosa, subcutanea o intramuscular. Son ejemplos adecuados del agente de suspension la
metilcelulosa, polisorbitol 80, hidroxietil celulosa, goma arabiga, polvo de tragacanto, carboximetil celulosa sddica,
monolaurato de polioxietileno de sorbitan, y etc.; son ejemplos adecuados del solubilizante el aceite de ricino
hidrogenado polioxietilenado, polisorbitol 80, nicotinamida, monolaurato de polioxietileno de sorbitan, y etc.; son
ejemplos adecuados del estabilizante el sulfito sédico, metasulfito sodico, éter, y etc.; y son ejemplos adecuados de
conservantes el metil para-hidroxibenzoato, etil para-hidroxibenzoato, acido sérbico, fenol, cresol, clorocresol, y etc.

La composicion farmacoldgica, tal y como se ha descrito anteriormente, es util para la prevencion o el tratamiento de
diversos tipos de canceres. La terapia viral usando HSV recombinante ya se sabe que es eficaz en una amplia
diversidad de canceres sélidos (consultar, por ejemplo, Todo, T. et al., San Diego, Academic Press: 45-75 (2001)), y
la composicion farmacologica de acuerdo con la presente invencion puede usarse en todos estos canceres. Son
ejemplos especificos de enfermedades los tumores cerebrales, canceres de cabeza y cuello, cancer de esdéfago,
cancer de estébmago, cancer de colon, cancer de higado, cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de piel, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de rifion, cancer de vejiga, melanoma, neuroblastoma, y
etc. Entre estos canceres, es Util para tumores cerebrales y neuroblastoma.

La “coadministracion” en la presente invencion se refiere a un régimen de administracién que produce un efecto
sinérgico a través del uso conjunto, pero no esta, de otra manera, particularmente limitada a la dosis, al método de
administracion, al intervalo de administracion, y etc., y puede realizarse una seleccion apropiada de acuerdo con el
objetivo de la terapia, la enfermedad, y la diana de administracion. Por ejemplo, el HSV recombinante y el
potenciador de actividad anticancerosa pueden administrarse al mismo tiempo o bien pueden administrarse uno
antes que el otro. Ademas, bien el HSV recombinante o el potenciador de actividad anticancerosa pueden
administrarse repetidas veces, o tanto el HSV recombinante como el potenciador de actividad anticancerosa pueden
administrarse repetidas veces, y sus frecuencias de administracion pueden ser diferentes. En una realizacion
preferida, el potenciador de actividad anticancerosa se administra repetidas veces, y durante este intervalo el HSV
recombinante se administra menos frecuentemente.

El método de administracion del HSV recombinante no esta particularmente limitado, y el HSV recombinante puede
administrarse como tal o puede formularse mediante métodos convencionales con la mezcla de vehiculos, agentes
estabilizantes, emulsionantes y etc., farmacéuticamente aceptables, conocidos como tal. La forma de dosificacién no
esta particularmente limitada y puede ilustrarse mediante capsulas, jarabe, inhalantes, inyectables, pomadas,
pomadas oftalmicas, soluciones oftalmicas, gotas nasales, gotas éticas, lociones, y etc., prefiriéndose
particularmente un inyectable.

La presente descripcion también proporciona un método para prevenir o tratar el cancer, en el que la interleucina se
coadministra con un virus del herpes simple recombinante que se replica selectivamente en células cancerosas.
Todos los conceptos de “virus del herpes simple recombinante que se replica selectivamente en células
cancerosas”, “interleucina”, “coadministracion” y “cancer” se definen en el presente documento solo para el
potenciador de actividad anticancerosa descrito anteriormente y por lo tanto no se explicaran otra vez.

Entre las interleucinas, el método para la prevencioén o el tratamiento del cancer utiliza preferentemente IL-18. La IL-
18 se define otra vez en el presente documento solo para el potenciador de actividad anticancerosa descrito
anteriormente y por lo tanto no se explicara de nuevo.

En el método en cuestion de acuerdo con la presente invencion, el HSV recombinante se administra
preferentemente por inyeccion en el tejido tumoral, para prevenir o tratar el cancer. La inyeccion en el tejido tumoral
puede proporcionar una alta actividad destructora celular con respecto a las células cancerosas dentro de ese tejido.
El método de administracion se realiza de acuerdo con lo descrito anteriormente.

Por otro lado, la interleucina, y particularmente la IL-18, se administran preferentemente de modo sistémico, y en el
caso de seres humanos, por ejemplo, puede administrarse por via sistémica por inyeccion intravenosa o goteo
intravenoso. La administracion por via sistémica posibilita una potenciacién de la inmunidad antitumoral inducida por
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el HSV incluso fuera de la localizacion de la inoculacion del virus. EI método de administracion de la interleucina no
esta particularmente limitado y la interleucina puede administrarse como tal o puede administrarse después de la
formulacién mediante un método convencional mezclando, por ejemplo, con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable conocido como tal. El método de formulacion se realiza de acuerdo con el ya descrito y no volvera a
describirse de nuevo.

El agente para el tratamiento del cancer, de acuerdo con la presente invencion, y el agente para la prevencion del
cancer, de acuerdo con la presente invencion, contienen HSV recombinante que se replica selectivamente en
células cancerosas y se usa en combinacion con la administracion sistémica de I1L-18, en el que el gen y34.5y el gen
ICP6 del HSV recombinante se han delecionado o inactivado. Preferentemente, un gen que codifica IL-12 se inserta
como una construccién que puede expresarse en el ADN gendmico del mismo. Dicho HSV recombinante puede
construirse insertando un gen que codifique IL-12 como una construccidon que puede expresarse en el genoma viral
del G207 descrito anteriormente. Este agente para el tratamiento del cancer y agente para prevenir el cancer tienen
una concentracion y una cantidad de componente eficaz de HSV que se ha optimizado suponiendo la
coadministracion con IL-18. Incluso cuando el agente para el tratamiento del cancer, de acuerdo con la presente
invencion, o el agente para la prevencion del cancer, de acuerdo con la presente invencion, se administran
sistémicamente, hacen posible la secrecién de IL-12 principalmente en células cancerosas porque contiene el HSV
recombinante que se replica selectivamente en células cancerosas.

Preferentemente, el HSV recombinante presente en el agente para el tratamiento del cancer, de acuerdo con la
presente invencion, y el agente para la prevencion del cancer, de acuerdo con la presente invencion, también tienen
un gen ICP47 delecionado o inactivado. Dicho HSV recombinante puede construirse insertando un gen que codifique
IL-12 como una construccion expresable en el genoma viral del G47A descrito anteriormente, proporcionando de
este modo un HSV recombinante incluso inocuo a través de la delecion o inactivacion del gen ICP47.

Los ejemplos de referencia, de trabajo y de ensayo de la presente descripcion que se proporcionan a continuacion
son de naturaleza ilustrativa, y la presente invencion no esta limitada a los ejemplos especificos proporcionados a
continuacion en el presente documento. El experto en la técnica puede ejecutar la presente invencion al mas alto
nivel mediante la adicién de diversas modificaciones a los ejemplos proporcionados en el presente documento a
continuacion, y dichas modificaciones estan incluidas en el ambito de las reivindicaciones de patente de la presente
solicitud.

Ejemplo 1

Resultados de la coadministracion de IL-18 y G47A

La linea celular de neuroblastoma de ratén Neuro2a se trasplantd por via subcutanea (5 x 10°) en ratones A/J y esto
se us6é como modelo de tumor de ratdn. Neuro2a es sensible a infeccion por HSV y es poco inmunogénica en
ratones A/J. Por consiguiente, se consider6 que este modelo era un modelo en el que la actividad antitumoral
ocasionada por inmunidad antitumoral seria el mas dificil de realizar. Si en este modelo podria demostrarse la
eficacia, también podria suponerse la eficacia de otros canceres (Todo, T. et al., Cancer Res. 61: 153-161 (2001);
Katsanis, E. et al., Cancer Gene Ther., 2: 39-46 (1995); Katsanis, E. et al., Cancer Gene Ther., 3: 75-82 (1996);
Heuer, J.G. et al.,, Hum. Gene Ther., 7: 2059-2068 (1996)).

Una vez que el tejido canceroso alcanzé un diametro de 5 a 6 mm, los ratones modelo se dividieron en grupos de 6
o 7 animales cada uno. En el caso de los dos grupos a los que se administra G474, el G47A (1 x 10° ufp) se
administré dos veces mediante inyeccion directa en el tejido canceroso, el dia 0 y el dia 3. En el caso de los dos
grupos que no recibieron G47A (identificados como “control” en la figura), se administré dos veces solucion salina
fisiolégica tamponada con fosfato (PBS) que contenia glicerol al 10 % mediante inyeccion directa en el tejido
canceroso, el dia 0 y el dia 3.

La IL-18 (1 pg/dia) se inyectd por via intraperitoneal cada dia desde el dia O al dia 6 en uno de los grupos que
recibieron G47A y en uno de los grupos que no recibieron G47A, mientras que el PBS se inyect6 por via
intraperitoneal cada dia desde el dia O al dia 6 en el otro grupo que recibié G47A y en el otro grupo que no recibio
GA47A. El tejido tumoral se midi6 y su volumen se determind mediante longitud x anchura x altura (mm).

Estos experimentos se realizaron dos veces, y los resultados se muestran en la Figura 1. En ambos experimentos,
los grupos a los que se administré G47A tuvieron una tasa inferior de aumento del volumen del cancer que la de los
grupos que no recibieron G47A. En particular, el grupo de coadministracion (cuadrado negro) tuvo una tasa de
crecimiento sustancialmente inferior que incluso la del grupo que solo recibié G47A (cuadrado blanco), confirmando
por tanto que la coadministracién ocasiona una potenciaciéon de la actividad anticancerosa.

No se observaron diferencias entre los dos grupos que no recibieron G47A (circulo negro y circulo blanco), lo que
confirmo que la administracion de 1 ug/dia solo de I1L-18 no mostraba actividad anticancerosa.
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Ejemplo 2

Induccién de inmunidad antitumoral mediante la coadministracion de IL-48 y G47A

El dia 20, se separaron tres animales de cada grupo de ratones del grupo que recibié tanto G47A como IL-18, del
grupo que recibié G47A pero no IL-18, del grupo que recibid IL-18 pero no G47A y del grupo que no recibié ni G47A
ni IL-18 en el ensag/o mostrado a la derecha de la Figura 1, y se extrajeron esplenocitos de cada ratén. Los
esplenocitos (2 x 10 en cada caso) se cultivaron tanto en presencia como en ausencia de células Neuro2a (5 x 10° )
que se habian tratado previamente con mitomicina C, durante 24 horas en el ensayo de producciéon de IFN-y y
durante 48 horas en el ensayo de produccion de IL-4. El nimero de células productoras de IFN-y y el nimero de
células productoras de IL-4 se midié mediante evaluacién con ELISPOT.

En la Figura 2 se muestran los resultados. Las células productoras de IFN-y suscitadas por estimulaciéon con células
Neuro2a aumentaron sustancialmente en el grupo de coadministracion de G47A/IL-18 en comparacion con los otros
grupos. Con respecto a las células productoras de IL-4, el grupo de coadministracion de G47A/IL-18 presentd un
aumento significativo sobre los dos grupos que no recibieron G47A, pero no fue significativamente diferente del
grupo que recibié G47A pero no IL-18.

Ejemplo 3

Efecto anticanceroso de la coadministracién de G47A/IL-18 con respecto a tejido tumoral distante

Se confirmd una potenciaciéon de la induccién de inmunidad antitumoral sistémica para la coadministracién de
G47A/IL-18.

Se usaron ratones A/J que tenian tejido tumoral Neuro2a subcutaneo (diametro de aproximadamente 4 mm) tanto en
el costado derecho como en el izquierdo. Cada grupo contenia 6 animales. En los grupos que recibian G47A, el
G47A (2 x 10° ufp) se inyectd dos veces, el dia 0 y el dia 3, solamente en el tejido tumoral en el lado izquierdo y en
los grupos que no recibieron G47A, se inyecté dos veces PBS que contenia glicerol al 10 %, el dia 0 y el dia 3,
solamente en el tejido tumoral en el lado izquierdo.

En los grupos que recibieron IL-18, la IL-18 (1 pg/dia) se inyecto por via intraperitoneal 7 veces, del dia 0 al dia 6,
mientras que en los grupos que no recibieron IL-18, se inyectd 7 veces PBS, del dia 0 al dia 6. El tejido tumoral se
midié y el volumen se determin6é mediante longitud x anchura x altura (mm).

En la Figura 3 se muestran los resultados. Con respecto al aumento del volumen tumoral en el lado derecho, no
hubo diferencias significativas entre el grupo que recibié solo G47A (cuadrado blanco) y los grupos que no recibieron
G47A (circulo blanco y circulo negro); sin embargo, el aumento del volumen tumoral se retraso significativamente en
el grupo de coadministracion de G47A/IL-18 (cuadrado negro).

Estos resultados confirman que, incluso cuando no se observa inmunidad antitumoral sistémica para la
administracion solo de IL-18 o para la administraciéon solo de G47A , se induce una inmunidad antitumoral sistémica
por la coadministracion de IL-18 y G47A a la misma dosis que para la administracion en solitario, confirmando de
este modo la aparicion de una actividad anticancerosa incluso en tejido tumoral distante no inoculado con G47A.

Ejemplo 4

Efecto de la coadministracion de G47A/IL-18 en ratones desnudos

En este ejemplo, células tumorales Neuro2a se trasplantaron por via subcutanea en ratones desnudos (que carecen
de linfocitos T). Se formaron cuatro grupos de 6 a 7 animales cada uno en los que el tejido tumoral habia alcanzado
un diametro de aproximadamente 6 mm; los grupos eran, un grupo que recibia tanto G47A como IL-18, un grupo que
recibia G47A pero que no recibia IL-18, un grupo que no recibia G47A pero que recibia IL-18, y un grupo que no
recibia ni G47A ni IL-18. El protocolo de dosificacion y administracion fue el mismo que en el Ejemplo 1.

En la Figura 4 se muestran los resultados. El aumento del volumen tumoral se inhibié significativamente en los dos
grupos a los que se administrd6 G47A (cuadrado blanco y cuadrado negro) en comparacion con los dos grupos que
no recibieron G47A (circulo blanco y circulo negro); sin embargo, no se observé ninguna diferencia significativa entre
el grupo que solo recibié G47A (cuadrado blanco) y el grupo que recibié tanto G47A como IL-18 (cuadrado negro).

Estos resultados demuestran que la potenciacion de la actividad anticancerosa de G47A ocasionada por la
coadministracion de IL-18 requiere la presencia de linfocitos T y esto se debe a un mecanismo mediado por el
sistema inmunitario.
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Ejemplo 5

Influencia de la administracion de IL-18 sobre la replicacion viral de G47A en tejido canceroso

El dia 0 se inyectd G47A en el tejido tumoral de ratones A/J que tenian un tumor Neuro2a subcutaneo con un
diametro de aproximadamente 6 mm. En estos ratones, se inyect6 IL-18 (1 ug/dia) por via intraperitoneal 7 veces en
el grupo que recibia IL-18, del dia 0 al dia 6, mientras que por via intraperitoneal se inyecté PBS 7 veces en el grupo
que no recibia IL-18, del dia 0 al dia 6. El tumor subcutaneo se extirpd, en cada caso, de 3 ratones, a los 30 minutos,
2 dias, 4 dias, 7 dias y 11 dias después de la administracion de G47A y la titulacion de G47A en el tumor se midié
mediante evaluacién en placas.

En la Figura 5 se muestran los resultados. En ningin momento se encontré ninguna diferencia estadisticamente
significativa en la titulacion detectada de G47A del tumor, entre el grupo que recibia IL-18 (cuadrado negro) y el
grupo que no recibia IL-18 (cuadrado blanco), y por lo tanto no se observd ninguna diferencia significativa en la
capacidad de replicacion viral. Este resultado también se reprodujo en un experimento distinto usando el mismo
protocolo.

Este resultado demuestra que la potenciacion de la actividad anticancerosa de G47A mediante la coadministracion
de IL-18 no tiene ninguna influencia sobre la capacidad de replicacion viral de G47A.

Ejemplo 6

Efecto de la coadministracion de G47A/IL-18 en presencia de empobrecimiento de subconjuntos de linfocitos T

Usando anticuerpos anti-CD4 y anticuerpos anti-CD8, se produjo un empobrecimiento de linfocitos T CD4+ o de
linfocitos T CD8+ en ratones A/J que tenian tumores Neuro2a subcutaneos para investigar las contribuciones de
estas células inmunitarias con respecto al efecto del uso conjunto de G47A e IL-18.

Ratones A/J que tenian tejido tumoral Neuro2a subcutaneo (de 5 a 6 mm) se dividieron en grupos de 6 a 7 animales
cada uno. En el caso de los cuatro grupos a los que se administré G474, el G47A (2 x 10° ufp) se administré dos
veces por inyeccion directa en el tejido canceroso, el dia 0 y el dia 3. En el caso del unico grupo de control
(identificado como “Control + PBS” en la figura), se administré dos veces solucion salina fisiolégica tamponada con
fosfato (PBS) que contenia glicerol al 10 % por inyeccion directa en el tejido canceroso, el dia 0 y el dia 3.

En la mitad de los grupos que recibian G47A se inyectd IL-18 (1 pg/dia) por via intraperitoneal cada dia, del dia 0 al
dia 6, mientras que en la otra mitad se inyecto PBS por via intraperitoneal cada dia, del dia O al dia 6.

En el ensayo de empobrecimiento de linfocitos T CD4+ (diagrama de la izquierda), se administré anticuerpo anti-
CD4 (250 pg) por via intraperitoneal 1 dia antes y el dia 2, 6 y 12 de la administracion de G47A, en uno de los dos
grupos que recibian tanto G47A como IL-18 y en uno de los dos grupos que recibian G47A pero no IL-18. En los
grupos que no recibian anticuerpo anti-CD4, se administré IgG de rata como control en la misma cantidad y
siguiendo el mismo programa.

El ensayo de empobrecimiento de linfocitos T CD8+ (diagrama de la derecha) se realizd de la misma manera que el
ensayo de empobrecimiento de linfocitos T CD4+ usando el anticuerpo anti-CD8 (50 ng) en lugar del anticuerpo anti-
CD4.

El tejido tumoral se midié y el volumen se determind mediante longitud x anchura x altura (mm).

En la Figura 6 se muestran los resultados. La potenciacion en cuanto a la actividad cancerosa de G47A debido al
uso conjunto de IL-18 no se vio influenciada por el empobrecimiento de linfocitos T CD4+, pero la potenciacion de la
actividad anticancerosa ocasionada por el uso conjunto de IL-18 se extingui6 cuando se realizé el empobrecimiento

de linfocitos T CD8+. Esto demuestra que en los efectos debidos a la coadministracion de IL-18 participa un
mecanismo que requiere linfocitos T CD8+.

Ejemplo 7

Efecto de la coadministracion de G47A/IL-18 en tumores cerebrales

Se implantaron células Neuro2a 5 x 10* por via intracerebral en ratones A/J. Al cabo de cinco dias, se administré
G47A (2 x 10° ufp) por inyeccion en el tejido tumoral en el grupo al cual se habia administrado G47A, mientras que
en el grupo que no recibia G47A se administré por inyeccion PBS, que contenia glicerol al 10 %, en el tejido tumoral.
Cada dia a partir de la administracion de G47A, del dia 0 al dia 6, en el grupo que recibia IL-18 se administro IL-18
(1 pg/dia) por inyeccion intraperitoneal, mientras que en el grupo que no recibia IL-18 se administr6 PBS por
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inyeccion intraperitoneal cada dia a partir de la administracion de G47A, del dia 0 al dia 6. Se midieron los tiempos
de supervivencia de los ratones.

En la Figura 7 se muestran los resultados. El tiempo de supervivencia del grupo de coadministracion de G47A/IL-18
se prolongé significativamente en comparacion con los otros grupos. Esto confirmé que la coadministracion de IL-18
manifestaba un efecto potenciador de actividad anticancerosa satisfactorio incluso en un tumor intracerebral, donde
es dificil que aparezcan efectos inmunitarios.

Ejemplo 8

Potenciacién de la actividad antitumoral del HSV recombinante (administracion local) y de la IL-18 (administracién
sistémica), mediante la administracién local de IL-12

Después se confirmd una potenciacion de la actividad antitumoral y una potenciacion mediada por inmunidad
antitumoral sistémica de actividad antitumoral contra tumores distantes para la administracion local de IL-12 en
combinacioén con el uso conjunto de G47A (administracion local) e IL-18 (administracion sistémica) como se describe
en los ejemplos anteriores.

En este ejemplo la IL-12 se administré por via local mediante la administracion del HSV recombinante preparado por
la insercién de un gen que codifica la IL-12 en el genoma viral de un HSV recombinante.

Para obtener la expresion local de IL-12, primero se construyd ADN viral de G47A que tenia un gen que codificaba la
IL-12 insertado como una construccion expresable, como se muestra en la Figura 8, (esta IL-12 insertada en el ADN
viral de G47A se denomina “T-mflL12” en lo sucesivo en el presente documento). En la figura, los recuadros sobre la
linea son secuencias invertidas repetidas que flanquean las secuencias unicas U. y Us en el ADN del herpes viral.
Como se muestra en la figura, la T-mfIL12 tiene una delecion de 1,0 kb en las dos copias de y34.5, una delecion de
312 pb en el sitio ICP47, y una delecion de 894 pb entre los sitios Scal-Xhol del gen ICP6. El gen de IL-12 de raton
(identificado como “transgén” en la figura) y el gen LacZ se insertaron en el sitio de delecion ICP6. Las flechas
gruesas en la figura se refieren a la direccion de la transcripcion. Ademas, N se refiere al sitio de restriccion Ncol; Bs
se refiere al sitio de restriccion BstEll; St se refiere al sitio de restriccion Stul; X se refiere al sitio de restriccion Xhol;
B se refiere al sitio de restriccion BamHI; Sc se refiere al sitio de restriccion Scal; G se refiere al sitio de restriccion
Bglll; EN se refiere al sitio de restriccion EcoNI; y Nr se refiere al sitio de restriccion Nrul.

Usando ratones A/J que tenian tejido tumoral Neuro2a subcutaneo, de aproximadamente 5 mm de diametro en
ambos costados, derecho e izquierdo, se inyecté T-mflL12 (1 x 10° ufp, en PBS que contenia glicerol al 10 %) se
dos veces en los grupos a los que se habia administrado T-mfIL12, el dia O y el dia 3, solo dentro del tejido tumoral
en el lado izquierdo, mientras que en los grupos que no recibieron T-mflIL12 solo se inyectd PBS, que contenia
glicerol al 10 %, dos veces, el dia 0 y el dia 3, solo dentro del tejido tumoral en el lado izquierdo (5 o 6 animales en
cada grupo).

Por otro lado, se inyecté IL-18 (1 ug/dia) por via intraperitoneal en los grupos a los que se habia administrado 1L-18,
7 veces, del dia 0 al dia 6, mientras en los grupos que no recibieron IL-18, se inyectdé PBS por via intraperitoneal 7
veces, del dia 0 al dia 6. El tejido tumoral se midi6 y el volumen se determiné mediante longitud x anchura x altura
(mm).

En la Figura 9 se muestran los resultados. En la figura, “Control + PBS” se refiere a grupos que no reciben ni T-
mflL12 ni IL-18; “Control + IL-18” se refiere a grupos que no reciben virus, pero en los que se administra IL-18 por
via sistémica; “T-mflL12 + PBS” se refiere a grupos que no reciben IL-18, pero a los que se administra HSV
recombinante que expresa IL-12; y “T-mflL12 + IL-18" se refiere a grupos en los que la administracién local del HSV
recombinante que expresa IL-12 se combina con la administracion sistémica de IL-18.

Con respecto a los tumores en el lado izquierdo, el aumento del tumor se inhibié significativamente incluso por la
administracion solo de T-mflL12 (rombo en blanco) en comparacién con los grupos que no reciben el virus (circulo
blanco y circulo negro), mientras que se mostré una actividad antitumoral significativamente prolongada por el uso
conjunto de T-mflL12 e IL-18 (rombo negro).

Ademas, con respecto a los tumores distantes, lado derecho, solamente se observa una inhibicién moderada del
aumento del tumor en el grupo que solo recibe T-mflL12 (rombo blanco) en comparaciéon con los grupos que no
reciben el virus, mientras que la coadministracion de IL-18 (rombo negro) da como resultado una actividad
antitumoral claramente potenciada, obteniéndose una diferencia significativa con respecto al grupo que solo recibe
T-mflL12.

Estos resultados demuestran que, para tumores tanto distantes no inoculados con virus como tumores inoculados

con virus, la actividad antitumoral del HSV recombinante, que incorpora el gen de IL-12, se potencia mediante la
coadministracién sistémica de 1L-18, incluso en aquellos casos en los que el aumento del tumor no puede inhibirse
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eficazmente por la administracion sistémica de IL-18 sola.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus del herpes simple recombinante que se replica selectivamente en células cancerosas para su uso en la
prevencion o el tratamiento del cancer en un paciente, que comprende la coadministracién de interleucina 18 y el
virus del herpes simple recombinante, de manera simultanea o secuencial, en donde la coadministracion de la
interleucina 18 es sistémica, y en donde el gen y34.5 y el gen ICP6 del virus del herpes simple recombinante se han
delecionado o inactivado.

2. El virus del herpes simple recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la prevencion o el
tratamiento del cancer comprenden adicionalmente una administracién local de interleucina 12 en un tejido tumoral.

3. El virus del herpes simple recombinante de acuerdo con la reivindicacién 2, el ADN genémico del virus del herpes
simple recombinante que comprende un gen expresable que codifica la interleucina 12.

4. El virus del herpes simple recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso
en inyeccion en un tejido tumoral.

5. El virus del herpes simple recombinante de acuerdo con la reivindicacién 4, para su uso en la prevencién o el
tratamiento del cancer en una localizacién en el paciente fuera del tejido tumoral inyectado con el virus del herpes
simple.

6. El virus del herpes simple recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
que el gen ICP47 del virus del herpes simple recombinante también se ha delecionado o inactivado.

7. Interleucina 18 para su uso en la prevenciéon o el tratamiento del cancer en un paciente, que comprende la
coadministracion de interleucina 18 y de un virus del herpes simple recombinante que se replica selectivamente en
células cancerosas, de manera simultdnea o secuencial, en donde la interleucina 18 es para administracion
sistémica y en donde el gen y34.5 y el gen ICP6 del virus del herpes simple recombinante se han delecionado o
inactivado.

8. Interleucina 18 de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde la prevencion o el tratamiento del cancer comprende
adicionalmente una administracion local de interleucina 12 en un tejido tumoral.

9. Interleucina 18 de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el ADN gendmico del virus del herpes simple
recombinante comprende un gen expresable que codifica la interleucina 12.

10. Interleucina 18 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el virus del herpes simple
recombinante se administra por inyeccién en un tejido tumoral.

11. Interleucina 18 de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en la prevencién o el tratamiento del cancer en
una localizacién en el paciente fuera del tejido tumoral inyectado con el virus del herpes simple.

12. Interleucina 18 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en donde el gen ICP47 del virus
del herpes simple recombinante también se ha delecionado o inactivado.
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